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学位論文内容の要旨 
 
脊椎動物では、エピジェネティクス修飾としてゲノム DNA の CpG 配列のメチル化やヒストン修飾がよく研究されて
おり、これらによって遺伝子の発現が制御されていることがよく知られている。これらの修飾は胚発生、細胞の癌化、正
常細胞の分化などに重要であり、その機構にはメチル化 CpG 配列に特異的に結合する MBD(methyl-CpG binding domain)
蛋白質ファミリーや転写を制御する複合体である NuRD 複合体などが関与している。しかし、無脊椎動物ではメチル化
CpG を介した転写の制御はまだ知られていない。本研究では、棘皮動物であるヒトデとウニの MBD 蛋白質および NuRD
複合体構成蛋白質をクローン化して解析することにより、脊椎動物と無脊椎動物におけるエピジェネティクス機構の一般
性、さらに初期発生や分化における意義について調べることを目的としている。 
棘皮動物の発生過程におけるメチル化 DNA の重要性について、イムノヒストケミストリーと DNA メチル化酵素の阻
害剤である 5-aza-deoxycytidine、5-aza-cytidine により調べたところ、イトマキヒトデやムラサキウニの発生過程において
メチル化シトシンを観察することができ、また、メチル化酵素阻害剤による胞胚での停止や発生の遅延、異常がみられた。
これらにより、棘皮動物の発生における DNA メチル化の重要性が確認できた。次に、イトマキヒトデとバフンウニの
MBD2/3 蛋白質の cDNA クローン化と確認を行った。ヒトデでは sMBD2/3a と sMBD2/3b の２つの蛋白質があり、これら
はスプライシングバリアントであることがわかった。一方、バフンウニでは suMBD2/3 の１つしか確認できなかったが、
これは最近発表されたキタムラサキウニの全ゲノム配列からも支持された。sMBD2/3b はカルボキシ末端にグルタミン酸
リッチな領域があり、脊椎動物における MBD3 に似ている。sMBD2/3a、sMBD2.3b は脊椎動物のそれぞれ MBD3、MBD2
に相当する可能性があり、それぞれの起源である可能性が推測できる。ゲルシフトアッセイの結果、これらの MBD2/3
はメチル化 CpG 特異的結合能を持っていた。FPLC によるゲル濾過の結果、sMBD2/3a はモノマーとダイマーの平衡状態、
sMBD2/3b はモノマー、suMBD2/3 はダイマーとして存在すると考えられる。したがって、C 末端領域が会合に寄与する
ことが示唆された。さらに、バフンウニの NuRD 蛋白質である suHDAC1、suRbAp48、suMTA、sup66 遺伝子の cDNA を
クローン化し、配列を決定した。yeast two hybrid 法により suMBD2/3 との相互作用を検出することができたことにより、
棘皮動物においても発生過程における DNA のメチル化状態が重要であること、また、NuRD 複合体が存在し、suMBD2/3
蛋白質は NuRD 複合体との相互作用により HDAC を介した転写の抑制に関与していることが推察された。すなわち、棘
皮動物にはショウジョウバエや線虫と異なり、脊椎動物に近いエピジェネティクスの機構が存在しており、モデル生物と
して適していると考えられる。
 論文審査結果の要旨 
 
脊椎動物では、ゲノム DNA の CpG 配列のメチル化やヒストン修飾による遺伝子発現制御が胚発生、
細胞の癌化、正常細胞の分化等において重要な役割を果たしている。本研究はエピジェネティクス機構
の一般性を調べる目的で行われたものである。ヒトデやウニの発生において、DNA メチル化酵素阻害
剤である 5-アザデオキシシチジンや 5-アザシチジンは胞胚での発生停止や遅延などの異常を引き起こ
した。正常な発生過程における DNA のシトシンのメチル化を免疫組織化学の手法により観察できたこ
とから、棘皮動物の発生において DNA メチル化の重要性が確認された。次に、棘皮動物のメチル化 CpG
結合蛋白質である MBD2/3 の cDNA クローン化と確認を行った。イトマキヒトデでは sMBD2/3a と
sMBD2/3b の２つがあり、これらはスプライシングバリアントであることが示された。一方、バフンウ
ニでは suMBD2/3 の１つしか確認されなかったが、これは最近発表されたキタムラサキウニの全ゲノム
配列からも支持された。sMBD2/3a は C 末端にグルタミン酸リッチな領域があり、脊椎動物の MBD3 に
類似していることから、sMBD2/3a、sMBD2/3b は脊椎動物のそれぞれ MBD3、MBD2 に相当し、それぞ
れの起源である可能性が推測された。ゲルシフトアッセイにより、これらの MBD2/3 のメチル化 CpG
特異的結合能が実証された。ゲル濾過の結果、sMBD2/3a はモノマーとダイマーの平衡状態、sMBD2/3b
はモノマー、suMBD2/3 はダイマーとして存在すると考えられ、C 末端領域の会合への寄与が示唆され
た。さらに、バフンウニの HDAC1、RbAp48、MTA、p66 相当蛋白質の cDNA がクローン化され、配列
が決定された。酵母ツーハイブリッド法と免疫沈降法によりこれらのいくつかの蛋白質と suMBD2/3 と
の相互作用が検出されたことから、棘皮動物においても NuRD 複合体が存在し、MBD2/3 蛋白質は NuRD
複合体との相互作用によりヒストン脱アセチル化を介した転写抑制に関与していると推察された。この
ように、棘皮動物は脊椎動物に近いエピジェネティクス機構をもつことが示唆され、モデル生物として
適していると考えられる。 
以上のように本研究では、棘皮動物における DNA メチル化とメチル化 CpG 結合蛋白質に関して、重
要な新知見が得られている。よって、本論文は博士（工学）の学位に値するものと認める。
